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Abstract of DEI 9850049 

Method for determining the intracellular cytokine levels of immune cells in body fluid, organ or tissue 
samples comprises: (a) isolating mononuclear cells; (b) restimulating the mononuclear cells in vitro; (c) 
fixing and permeabilizing the cells with PermeaFix (TM) reagent; (d) staining cell-surface antigens and 
intracellular cytokines; and (e) analyzing the cells by flow cytometry. Method for determining the 
intracellular cytokine levels of immune cells in body fluid, organ or tissue samples comprises: (a) 
isolating mononuclear cells by density gradient centrifugation; (b) restimulating the mononuclear cells 
in vitro; (c) fixing and permeabilizing the cells with PermeaFix (TM) reagent; (d) staining cell-surface 
antigens and intracellular cytokines with dye-labeled monoclonal antibodies; and (e) analyzing the cells 
by flow cytometry. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Bestimmung intrazellularer Zytokine der Immunzellen in biologischen Korperflussigkeit und 
Organ- oder Gewebeproben mittels DurchfluBzytometrie 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur intrazellutaren 
Zytokinfarbung und durchfluBzytometrischen Einzelzella- 
nalyse Zytokin-produzierender Zellen in Proben des peri- 
pheren Blutes, anderer Korperflussigkeiten und der lym- 
phatischen Organe und Gewebe. 

Fur den intrazellutaren Zytokinnachweis werden erfin- 
dungsgemaG restimulierte mononukleare Zellen in einem 
Einschrittverfahren unter Verwendung von ORTHO Per- 
meaFix™-Reagens fixiert und pernieabilisiert. Nach dem 
Waschen mit einem auf ORTHO PermeaFix^^ abge- 
stimmtenWasch puffer werden die mononuklearen Zellen 
in Phosphat-gepufferter Kochsalzldsung mit Rinderse- 
rumalbumin und Dimethylsulfoxid eingefroren und bei 
etwa -70**C gelagert. Neben der hoheren Testempfindlich- 
keit besteht derVorteil desbeschriebenen Verfahrens dar- 
in, daR sich nach raschem Auftauen der Zeiien im Wasser- 
bad Zelloberflachenmarker und intrazellulares Zytokin 
ebenfalls in einem Einschrittverfahren mit den entspre- 
chenden Farbstoff-konjugicrtcn monoklonalen Antikor- 
pern anfarben lassen. Zur intrazellutaren Bestimmung 
prcinflammatorischer und antiinflammatorischer Zytoki- 
ne werden die restimulterten mononuklearen Zellen bei 
der vorliegenden Methode erst unniittelbar vor der Inku- 
bation mit den konjugierten monoklonalen Antikorpern 
auf die einzelnen Testa nsatze verteilt, wodurch sich Ar- 
beitsaufwand und Reagenzienverbrauch gegenuber be- 
kannten Verfahren wesentlicli reduzieren. Alternativ kon- 
nen die restimutierten Zellen ohne vorheriges Einfrieren 
sofort nach der ... 
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BeschreibuDg 

Die Erfindung umfaBt ein effekdves Verfahren zur Bestimmung diagnoslisch und pathogenelisch relevantcr Zytokine 
in menschlichen und derischen ImmunzeUen aus dem Probengut.des peripheren Blutes, anderer biologischer Korperflus- 
S sigkeiten und Organ- und Gewebepioben auf Hnzelzellebene mit Hilfe der DurchfluBzytometrie und kommt als Labor- 
methode bei der medizinischen Immundiagnosdk und beim Immunmonitoring zur Anwendung. 

Zytokine werden vorzugsweise von den Zellen des Immunsystems gebildet Da die Zytokine eine SchlusselroUe bei 
der Regulauon der Immunantwort einnehmen, siellen Verschiebungen der Zytokinbalance einen wesenUichen Faktor bei 
der Immunpathogenese einer Reihe von Hrkrankungen dan Dazu zahlen u. a. die systemischen und organspeziftschen 
10 Autoimmunerkrankungen, die atopischen Hrkrankungen sowie die TVansplantai-AbstoBungsreaklion. 

Zu den haufig angewendeten Zytokin-Bestimmungsmethoden gehoren der Zytokin-ELIS A zur Quandfizierung sezer- 
nierter Zytokine in Zellkulturuberstanden, die Polymerasekettenreakdon nach reverser Transkripdon der RNS und der 
Zytokin-KIJSPOT-Assay. Neben dem hohen Zeitbedarf, groBem ArbeiLsaufwand und hohen Kosten weisen diese Me- 
thoden eine Reihe weiterer Nachteile auf. 
IS Beim Zytokin-ELISA konnen die Ergebnisse durch Abbau eines Teils der sezemierten Zytokine wahrend der 3-10 
Tage dauemden Zellkultur ^heblich beeinfiuBt werden. 

Beim Nacbweis von Zytokin-mRNS bieibt ungeklart, ob die genedsche Information in bioiogisch und damii immun- 
regulatorisch wirksames Zytokin umgesetzt wild. 

Darubo- hinaus gibt keines dieser Verfahren Auskunft Ciber den zellularen Ursprung der sezemierten Zytokine. Statt- 
20 dessen werden lediglich Summeneffekte von Mischzellpopulationen erfaBt 

Bei der durchfluBzytometrischen Methode sind mehrere Vorteile bekannL So gestattet nur dieses Verfahren, die Zyto- 
kin-produzierenden ZeUen auf EinzeUebene zu detekderen. Bei gleichzeidger Anfarbung der CD-Oberflachenmarker ist 
eine Zuordnung Zytokin-produzierender Zellen zu spezifischen Monozyten- bzw, Lymphozytensubpopuladonen mog- 
lich. Mehrere Zytokine pro ZeUe konnen erfaBt und uber die Fluoreszenzintensitat des Zytokinsignals quandtalive Aus- 
25 sagen zur Menge der pro Zelle gebildeten Zytokine getroEfen werden. Normalerweise liegen die intrazellularen Zytokin- 
konzentralionen jedoch unterhalb der Nachweisgrenze der durchfluBzytonieUischen Melhode. Auch durch Siiinuladon 
dor Zytokinsynthcsc wird die Nachwcisgrcnzc nicht ubcrschrittcn, da die synthctisiertcn Zytokine schr schncU in das 
umgebende Medium sezemiert werden. 

Durch Jung, T, et al.: Detection of intracellular cytokines by flow cytometry, in J. Immunol. Methods 1993, 159, S. 
30 1 97-207, ist erstmals eine geeignete in trazellulare Zy tokin^ung fur die DurchfluBzytometrie beschrieben worden. Das 
Problem der zu geringen intrazellularen Zytokinkonzentradonen wurde dadurch uberwunden, daB wahrend der Restimu- 
ladon der mononuklearen Zellen durch kombinierte Behandlung mit Phorbot 12-myristat 13-azetat und lonomycin der 
Proteintransportinhibitor Monensin zugesetzt wurde. Bei dieser Vorbehandlung steigen die intrazellularen Zytokinkon- 
zentradonen durch Akkumuladon auf solche Werte an, die eine Detekdon uber die DurchfluBzytomeUie zulassen. 
35 Durch Jung, T. et al.: Interleukin-13 is produced by activated human CD45RA-^ and CD45RO'^ T cells: modulation by 
interleukin-4 and interleukin-12, in Eur. J. ImmunoL 1996, 26, S. 571-207, ist die Verwendung von Brefeldin A als Pro- 
tdntransportinhibitor bdcannt, eine Substanz, die den intrazellularen Proteintransport noch wirksamer hemmt und dabei 
eine geringere ZytotoxizitSt als Monensin zeigt. Nach Pnissin, C. und Metcalfe, D. D.: Detection of intracytoplasmic cy- 
tokine using flow cytometry and directly conjugated anti-cytokine antibodies, in J. Immunol. Methods 1995, 188, S. 
40 117-128, erweisen sich direkt mit Ruorochromen konjugierte monoklonale Zytokin- Antikdrper bei der intrazellularen 
Zyiokinfarbung fiir die DurchfluBzytometrie als am besten geeignet. Auf Grund der UndurchlSssigkeit der Zellmenibra- 
nen fur solche Andkorper mussen die restimulierten Zellen vor der Anfarbung in einem kritischen Verfahrensschritt fi- 
xiert und permeabilisiert werden. Wahrend die bekannten Formaldehyd- und Paraformaldehydmedioden bei der Zellfi- 
xierung sehr zuveriassig sind, resultieren die erheblichen Probleme bei den meisten der bisher angewendeten intrazellu- 
45 laren Protokolle aus der Verwendung Saponin enthaltender Permeabilisieruosreagenzien. 

Nach Fast Immune Cytokine System, Applikation von Becton Dickinson Immunocytometry Systems, 1 996, S . 5. wird 
Saponin aus Pflanzen gewonnen und fiihrt auf Grund seiner heterogenen Zusammensetzung und der \ferwendung unter- 
schiedlicher Ausganesmaterialien zu einer erbeblichen N^abilitat bei der intrazellularen Zyiokinfarbung. 

Durch IC Screen™ Intracellular Staining Kit, Applikation von BioSource International, Inc., S . 4-19, sind Kits zur in- 
50 trazellularen Zytokinfarbung bekannt, die deshalb cine Permeabilisierungskontrolle zur Oberpriifung des Saponin-Effek- 

tes enthalten. . xr- 

Dieses bedeutet, daB bei nachgewiesener erfolgloser oder partieller Saponin-Permeabilisiemng imt diesem Tfest-Kit 
zum intrazellularen Zytokinnachweis erhobene Befiinde nicht verwenbar sind. Daruber hinaus ist die Membranpermea- 
bilisierung mit Saponin reversibel, so dafi dieses Reagens zusatzlich zum eigentlichen Permeabilisierungsschritt bei der 
55 nachfolgenden Inkubation der Zellen mit monoklonalen Zytokin-Antikorpem und den Waschschritlen zur Eliminierung 
nicht gebundener Antikorper ebenfalls zugegen sein muB. Hin weiterer Nachteil nahezu aller bekannten Verfahren be- 
steht darin, daB die Fixierung und Permeabilisierung nacheinander in zwei geurennten Arbeitsschritten durchgeflihrt wer- 
den. . <3, T* 

Als geeignete Produkte zur Fixierung und Permeabilisierung nach dem Zweistufenverfahren sind Fix & Permf», App- 
60 likation der Calrag laboratories. Inc., 1998, S. 12; Cytodetect Reagent H und F, Cytodetect™ Kit, Applikation von 
Immuno Quality Products, 1997, S. 1-1 1 ; IC-FixTm und IC-PERM™ der Bio-Source GmbH; IntraStain. AppUkation der 
DAKO Diagnostika GmbH, 1998, S. 1^; sowie hiura-Prep™ Permeabilization Reagent, Applikation der Coulter Immu- 

notech Inc., 1998, S. 1-4 bekannt geworden. 

Das einzige Reagens, mit dem bisher Fixierung und Permeabilisierung beim inurazellularen Zytokinnachweis in emem 
65 Schritt durchgefUhrt worden sind, ist das Kit Cytofix/Cytoperm™, welches in Research Products Catalog von Pharin- 
gCTn, 1998, S. 744-749 beschrieben ist Die Verwendung von Cytofix/Cytoperm™ ist jedoch an die Bedingung geknupft, 
daB nachfolgende AnfUrbung der intrazellumren Zytokine in dem zur Aufirechterhaltung der Membranpermeabilisie- 
rung milgelieferten Perm/Wash™-Puffer erfolgt Es ist erforderlich, die Anfarbung der Zelloberflachenmarker in einem 
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zusHtzlichen Arbeitsschritt vor de^msetzung mit Cytofix/Cytoperm^ voizunehmen. 

Bei alien bisher bekannten Fixierungs- und Permeabilisieninsverfahren fOr den intrazeliulSren Zytokinnachweis wird 
in der Regel die Bindung der Zelloberflachen-Antikoper beeinfluGt, so dafi sich insgesamt vier Arbeit5schritte in folgen- 
der Reihenfolge ergeben: Ruoreszenzmarkierung der Zelloberflachenantigene mit Fluorochrom-konjugierten monoklo- 
nalen Antikdrpern, Zeilfixierung, Zellpermeabilisierung und An^rbung der intrazellularen Zytokine mit Fluorochrom- 5 
konjugierten monoklonalen Zyiokin-Antikorpem. 

Die Erhebung diagnosdsch relevanter Befiinde setzt die Bestimmung mehrerer proinfiammatorischer und antunflama- 
torischer Zytokine voraus, cUe sowohl in der Population der CD4^ T-Helferzellen ais auch in den CD8^ zytotoxischen/T- 
Suppiessorzellen erfolgen sollte. Bei der bisherigen Verfahrensweise miissen die vom Ptobanden oder vom V^suchstier 
gewonnenen Zellpioben schon nach der Restimulation auf eine ^elzahl von IbstansStzen verieilt werden, die in den lO 
nachfolgenden Schrittcn einzcln zu handbaben sind. Daraus ergeben sich ein entsprechend hoher Arbeitsaufwand und 
ein groBer Reagenzienverbrauch bei der Fixierung und Permeabilisierung. 

Die Aufgabe der Hrfindung ist ein efFektives Verfahren, mi t dem unter der Anwendung der DurchfluB7.ytometrie in den 
Inrimunzellen pathogenetisch und diagnostisch relevanter Zytokine auf Einzelzellebene quaUtativ und quantitativ nach- 
gewiesen werden konnen. Durch einen wesentlich verringerten technischen Aufwand, einer hoheren Tbstempfindlichkeit 15 
im Vergleich zu den bekannten Verfahren und eine dadurch bedingte verbesserte Diskriniinierung zwischen Zytokinpo- 
sitiven und Zytokin-negativen Immunzellen soil erreicht werden, daB das erfindungsgemaSe Verfahren zum intrazellula- 
ren Zytokinnachweis als Roudne-Labormethode bei der Immundiagnostik und beim Immunmoniioring Anwendung fin- 
deL 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe dadurch geldst, dafi zur durchflufizytometrischen Analyse Zytokin-produsderen- 20 
d^ Immunzellen aus dem Probengut des periph»en Blutes, anderer K^rper^flUssigkeiten und der Qjgane und Ciewebe so- 
wohl die Zellfixieiung und Permeabilisierung als auch die Anfarbung von ZeUoberfiachraantigenen und intrazellularen 
Zytokinen unter Verwendung Ruorochromkonjugiener monoklonaler Antikorper in zwei aufeinander folgenden Ein- 
schrittverfahren erfolgen, wobei die Zeilfixierung und Permeabilisierung sowie die naciifolgende Ruoreszenzmaride- 
rung von Zeiloberflachenantigenen und intrazellularen Zytokinen jeweils in einem einzigen \%rf ahrensschritt durchf uhr- 25 
bar sind. 

Das crfindungsgcmaBc Verfahren bcstcht im cinzclncn darin, dafi zunachst durch Dichtcgradicntcnzcntrifugation libcr 
Histopaque-1077, FicoII/Urografin oder CellSep Lymphocytes aus dem Probengut die mononuklearen Zeilen nach be- 
kannten Standardverfahren gewonnen werden. Die mononuklearen Zeilen werden anschliefiend in Kultuimedium RPMI 
1640 mit 10% fetalem Kalberserum durch Behandlung mit dem Proteinkinase C-Liganden Phorbol I2-myristat 13-azetat 30 
und dem Andbiodkum lonomycin in Gegenwart des Proteintransport-Inhibitors Biefeldin A Uber 4 Stunden unter Kul- 
tuibedingungen restimuliert Die dabei verwendeten Substanzen und Konzentrationen sind mit denen bekannter \ferfah- 
ren identisch. Die Nachteile bei der bekannten Verfahrenstechnik zum intrazellularen Zytokinnachweis werden erfin- 
dungsgemafi durch die Anwendung von ORTHO PermeaFix™ bei der Fixierung und Permeabilisierung der resumulier- 
ten mononuklearen Zeilen ausgeschlossen. 35 

ErfindungsgemaB erfolgt bei der gesamten Probe der restmulierten Zelle mit dem ORTHO PermeaHx™-Reagens die 
Fixierung und Permeabilisierung in einem Einschrittverfahren, wobei dieses Reagens die Expression lymphozytarer 
Oberflachenmarker wie CD2, CD3, CD4, CDS, CD16 und CD19 nicht beeintrachtigL Deshalb ist es moglich, nach Be- 
handlung der Zeilen mit ORTHO PermeaFix''^ Zelloberflachenmarker und intrazeUulSre Antigene ebenfails in einem 
Einschrittveifahren anzu^rben. Dies fUhrt zu einer hoheren Empfindiichkeit des Ibsts, da bei voigeschalteter Oberfla- 40 
chenmariderung die Zytokine auf Grund der rev^siblen Wirkung des Ptoteintransportinhibitors Brefeldin A teilweise 
aus den Zeilen austrelen. 

Unvollstandige Permeabilisierungen, die bei der Verwendung konvendoneller Saponin enthaltender Reagenzien beob- 
achtet werden und in bekannter Weise zum Abfall der mitderen Fluoreszenzintensitat (MFC) bei der durchfluBzytometri- 
schen Zytokinbesdmmung fiihren konnen, Ueten durch Behandlung der Zeilen mit ORTHO PermeaFix™ nicht auf. 45 
Nach der Umsetzung mit ORTHO PermeaFix™ werden die Zeilen gewaschen, in Phosphat-gepuflferter Kochsalzlosung 
mit 1% Rinderserumalbumin und 10% Dimethylsulfoxid eingefroren und bei -70°C gelagert \ferfahrensgemaB muB die 
restimulierte mononukleare Zellprobe erst nach raschem Auftauen bei 37**C auf die einzelnen Ibstansatze verteilt wer- 
dssn. In diesen Einzelproben lassen sich ZelloberflSchenandgene und intrazellulaie Zytokine ebenfails in einem Ein- 
schrittverfahren mit konjugierten monoklonalen Antikorpem an&ben, wobei das zur Permeabilisierung verwendete SO 
Reagens nicht zugegen sein mufi. Da ORTHO PermeaFax™ die Andkorperbindung an lymphozytaren Oberflachenmar- 
kem wie CDS, CD4 und CDS nicht beeintrachtigt, wird mit diesem Reagens die aufwendige separate Markierung der 
OberflachenantigeDe vor der Fixierung oder Permeabilisierung umgangen. Bei gleichzeidger Senkung des Reagenzien- 
Verbrauchs entfallt dadurch die vorzeitige Aufteilung des Untersuchungsgutes auf die einzeln zu handhabenden Ibstan- 
satze. Die nach dem erfindungsgeraaBen Verfahren behandelten Zellproben sind zur durchfluBzjrtomeuischen Bestim- 55 
mung Zytokin-produzierender Zeilen geeigneL Bei erhohter Empfindiichkeit und Zuverlassigkeit wird verfahreasgemafi 
der technische Aufwand beim intrazellul^en Zytokinnachweis soweit verringort, dafi das Verfahren als Routine-Labor- 
methode bei der Immundiagnosdk und beim Immunmonitoring angewendbar ist 

Nachstehend soU das erfindungsgem^e Verfahren zum intrazellularen Zytokinnachweis anhand eines AusfUhiungs- 
beispiets nSher erlautert werden. 60 

In dem Beispiel wird die Bestimmung der l\imor Nekiose Faktor alpha (TNF-a), lnterleukin(IL)-2, Interferon ganmia 
(IFN-y) und ILr4 produzierenden GD4'*"- und CD8'^-T*Lymphozyten im peripheren Blut eines Probanden mit Autoim- 
mun-Typ 1 -Diabetes beschrieben. 

In konischen 15 ml ZentrifugenrGhrchen werden zunachst 3 ml einer 1 : 1 mit Hank'scher Losung verdunnten Blut- 
probe Uber 3 ml Histopaque-1077 in einer Zeitdauer von 30 Minuten mit 400 xg zentrifiigiert und die mononukledien 65 
Zeilen PBMC aus der Interphase gewonnen. 

Nach dem Waschen werden die mononukle^n Zeilen PBMC in Kulturmedium RPMI 1640 mit 10% fetalem Kalber- 
semm (FC^S), 100 U/ml PeniciUin und 100 pgg/mi Streptomycin in einer Konzentradon von 2 X 10^ ZeUen/ml resuspen- 
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diert. In die Vertiefungen einer 24-Lochplatie in Rachbodenausfiihrung weiden jeweils 1.5 x lO^Zellen in 750 pi kom- 
plettem Kulturmedium pipeitieri und nochmals 750 pi Kulturmedium mit der doppelien Konzentration der zur Resiimu- 
lation der mononukiearcn ZcUcn PBMC verwendelen Substanren zugcgeben. Durch Mischen der beiden 750 pi AUquote 
wcrden die Endkonzentrationen von 10 ng/ml Phorbol 12-myristat IS-azetat, 1 pg/ml lonomycin und 10 pg/ml Brefeldin 
A erreicht. Kn parallel mitgefuhrter KontroUansatz enthalt 10 pg/ml Brefeldin A ohne Phorbol U-mynstat 13-azetai und 

^ N^h*4-stundiger Restimulation unter Kulturbedingungen bei 37*»C und 5% COr Atmosphare werden die ZeUen in 
1 ,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaBe uberfiihrt, zweimal in Kulturmedium KPMI 1640 mit 10% fetalem Kalberserum ge- 
waschen und in 50 pi Kultumiedium RPMI 1640 resuspendierL 

Zur Fixierung und Permeabilisierung werden die ZeHproben in 1 ml ORTHOPermeaFix™ aufgenommen, grUndlich 
durchmischt und uber 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert 

Nach dem Waschen mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS) mit 5% letalem Kalberserum (FCS), 1^% Rm- 
derserumalbuTnin und 0,0055% HDTA (PBS-Waschpuffer) sind die ZeHproben in Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung 
mit 1 0% Rinderserumalbumin und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) eingefroren und bei -WC lagerfahig. 
IS Nach raschem Auftauen bei 3TC im Wasseibad werden die ZeHproben in PBS-Waschpuffer gewaschen und bei der 
tJberfUhrung in 1 ml Micronic-Rohrchen auf die einzelnen Testansatze verteilt. Zu jeweils 5 x 10* Zellen in 50 pi PBS- 
Waschpuffer werden 5 pi des 1 : 10 verdiinnten PE-konjugierten anti-Human IFN-7-Antik6rpers sowie 2,5 pi FTTC-kon- 
jugierter anti-CD4- oder 2,5 pi FTTC-markiener anli-CD8-AntikOrper gegeben und tiber 30.Minuien bei 4**C im Dunkeln 

20 NachEntfemung nichtgebundener Fluorochiom-markierter Aniikorper durch zweimaliges Waschen werden die Zel- 
len zur Analyse, die vorzugsweise am COULTER EPiC:S XL-DurchfluBzytometer erfolgt, in 350 pi PBS-Waschpuffer 
resuspendiert und in 12 x 75 mm Probenrohrchen uberfuhrt 

Zur Analyse TNF-a-, TL-l-, TF^-y- und IL-4. produzierender Zellen in den CD4*- und CDS T-Lymphozyten-Popu- 
lationen haben sich folgende Gerateeinstellungen als geeignet erwiesen: 

25 
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Discriminator (FSC) = 100 
Compensation: FL1 - 1.0% FL2 

FL2-14,5% FL1 

Ms KontroUen eignen sich mit Phorbol 12-myiistat 13-azetat und lonomycin in Gegenwart von Brefeldin A stimu- 
lierte Zellen, die 



a) entweder mit PE- und FTTC-konjugierten isotypischen Kontiollantikorper^ 

b) vor der Anfarbung mit PE-maridertem Zytokin-Aniik6rp«- mit einem 20fachen UberschuB des gleichen nicht 
markieiten Zytokin-Antikopers vorinkubiert wurden. Die Eigebnisse dies«: KontroUen entsptechen der intrazeUu- 
laren Zytokin-Farbung bei weiter monukle^en Kontroll-Zellen, die 

50 c) in Gegenwart von Brefeldin A ohne Zusatz von Phorbol 12-myristat 13-azetat und lonomycin kulti\dert wurden. 

In Analogic zu diesem erlauterten Beispiel konnen nach dem gleichen erfindungsgemaBen \ferfahren unter Verwen- 
dung PEr und FTTC-markierter Zytokin-Antikorper bei gleichzeitiger Anfarbung der ZeUoberflachenmarker mit PE- 
C^-konjugierten monoklonalen Antikoipem zwei der voigenannten Zytokine pro CD4*- bzw. pro CD8'"-T-ZeUe nach- 

55 gewiesen werden. . ,i . ^ t u 

Hine weitere Anwendungsmoglichkeit umfaBt den Nachweis Zytokin-produzierender ZeUen m spezifaschen l^niphch 

zyien(sub)populationen, wie z. B. den CD4* GedSchtniszeUen, wobei neben innrazeUularem Zytokin zwei CD-ZeUober- 
flachenmarker, in diesem Fall CD4 und CD45RO, anzufarbcn sind. 

^ Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung intrazeUularer Zytokine der ImmunzeUen in biologischen KorpaHassigkeilen und 
Organ- oder Gewebeproben mitiels DurchfluBzytomeUie, dadurch gekennzeichnet, dafi in viuro nach Restimula- 
tion der mononuklearen ZeUenfraktion, die durch Dichiegradientenzentrifugation gewonnen wenden konnen, vor 

65 der duichfluBzytomeirischen Analyse zuersi die Fixierung und PermeabiUsierung der ImmunzeUen unter Verwen- 

dung von ORTHO PermcaFixTW-Reagens und daran anschUcBcnd die Anfarbung von ZeUoberflachenantigen und 
intrazeUularem Zytokin mit Farbstoff-konjugierten monoklonalen Antikorpem erfolgen. 

2. Verfahren zur Bestimmung intrazeUularer Zytokine der ImmunzeUen in biologischen Korperflussigkeiien und 
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Organ- oder Gewebeproben mmels DuichfluBzytometrie nach Anspnich 1, dadurch gekennzeichnet, dafi sowohl Fi- 
xieiung und Permeabilisierung der Immunzellen unter Verwendung von ORTHO PenneaFix'^M-Reagens als auch 
die Anfarbung von Zelloberflachenantigen und inirazellularem Zytokin mit Farbstoff-konjugieiten moooklonalen 
Antikorpem in einem Einschrittverfahren erfolgen konnen. 

3. Verfahren zur Bestinunung intrazellularer Zytokine der Immunzellen in biologischen Korperflussigkeiten und 5 
Organ- oder Gewebeproben mittels DurchfluBzytometrie nach Anspruch 1 und 2 gekennzeichnet dadurch. daB die 

mil ORTHO PermeaFix™ fixierten und permeabilisierten mononuklearen Immunzellen in einer Phosphat-gepufFer- 
ler Kochsalzlosung mit Rinderserumalbumin (RSA) und Dimethylsulfoxid (DMSO) oder and^en geeigneten Me- 
dien eingefroien und bei etwa -TO^C oder -193^*0' lagcrbar sind und erst unmittelbar vor der durchlluBzytometri- 
schen Analyse nach dem Auftauen mil Farbstoffkonjugierten monoklonalen AniikOipem gegen ZelloberflSchenan- lu 
tigen und intrazellulares Zytokin in einem Binschrittverfahren umgesetzt werden. 

4. Verfahren zur Besdmmung intrazellularer Zytokine der Inununzellen in biologischen Korperflussigkeiten und 
Organ- oder Gewebeproben mittels DurchfluBzytometrie nach Anspruch 1 und 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Besdmmung uber eine adaptierte VoUblutmethode unter Verwendung von ORTHO PermeaHx™ als Hxierungs-, 
Permeabilisierungs- und Erythrozyten-Lyse-Reagens erfolgt. 15 

5. Verfahren zur Bestimmung intrazellularer Zytokine der Immunzellen in biologischen Korperflussigkeiten und 
Organ- oder Gewebeproben mittels DurchfluBzytometrie nach Anspruch 1 und 4, dadurch gekennzeichnet, daS es 
zum Nachweis von Monokinen und Lymphokinen in Monozyten- bzw. Lymphozyien(sub)populationen und auch 
bei anderen Species anwendbar isL 
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